嗅覚センサーの開発と匂い分子とその結合タンパク質の作用機構の解析 by 高橋  司 et al.
嗅覚センサーの開発と匂い分子とその結合タンパク
質の作用機構の解析
著者 高橋  司, 満  都拉, 高島  大貴, 澤田  研, 岩佐
 達郎
雑誌名 サテライト・ベンチャー・ビジネス・ラボラトリー
年報
巻 7
ページ 72-74
発行年 2005
URL http://hdl.handle.net/10258/316
嗅覚センサーの開発と匂い分子とその結合タンパク
質の作用機構の解析
著者 高橋  司, 満  都拉, 高島  大貴, 澤田  研, 岩佐
 達郎
雑誌名 サテライト・ベンチャー・ビジネス・ラボラトリー
年報
巻 7
ページ 72-74
発行年 2005
URL http://hdl.handle.net/10258/316
｢映覚センサーの開発と匂い分子とその結合タンパク質の作用機構の解析｣
材料物性=学科 高橋司(M2)､満都技(D2)､高島大貫(M2)､薄田研､岩佐達郎
1.日的
匂いの感覚は餌の探索や危険の察知､同種
間での特異的な行動の誘発や個体の認識など
動物の行動に重要な役割を果たしている｡し
かし､嗅覚情報の受容 ･伝達システムの全体
像は未だ明らかでない部分が多いのが現状で
あり､その詳細を明らかにするためには喚覚
情報の受容 ･伝達に関与するタンパク質の詳
細を知ることが必要である｡
当研究室ではアカハライモ リ(CJ770P.5.
卯 了カogaster)を対象に解析を進めており､喚
上皮から作製した cDNAライブラリー の網羅
的解析を行っている｡現在までに484クロー
ンの解析を行い､全てのクローンに対して相
同性検索を行った｡その結果､喚覚に特異的
と思われるクロー ンがいくつか得られており､
中でもイモリの喚上皮 cI)NAライブラリー に
おいて高頻度で発現がみられる2タイプのク
ローンに着目して解析している｡我々はこれ
らをアカハライモリの学名及び､最も相同性
が高かったタンパク質の名前にちなみ､
Olfactoryspecificprotein類似クローンを
CpISP(9クロー ン)､1ipocarin類似クローン
を cp-Lip(3クローン)と名付けた｡我々は
Cp一刀SP､Cp-Lipがどのような特徴､生理機能
を有しているのかを知ることを目的に､各ク
ローンの配列比較や生理機能の予測(∋)､生
理機能解析に用いるタンパク質を得るため､
大腸菌を用いた組み換えタンパク質の発現
(②)を進めた｡
2.実験方法
【アミノ酸配列の比較】
相同性検索の結果からcDNAライブラリー に
おいて高頻度で兄いだされるCp刀SP､Cp-tip
の各クローン間で核酸配列及びアミノ酸配列
の比較を行った｡核酸配列の比較から変異が
確認された箇所に丸印を付け､クラス分けを
行った｡また､相同性が高かったタンパク質
を含めて分子系統樹を作製し､CpISP､Cp-Lip
タンパク質のもつ機能の推測を行った｡
【大腸菌によるタンパク質発現】
Cp-OSP､CpLipの生理機能の解明を目的と
して､大腸菌を用いた組み換えタンパク質の
発現を行った｡大腸菌で目的タンパク質を発
現させるために､タンパク質発現用プラスミ
ドベクターを作製し､形質転換させた大腸菌
を用いて目的タンパク質を発現させる｡電気
泳動にてタンパク質を分子量ごとに分離し､
メンブレンにタンパク質を転写する｡一次抗
体(抗 6×Hisマウス抗体)及び､二次抗体(AP
標識抗マ ウスヤギ抗体)を反応 させ､
αp-star(基質)が分解される時に生じる発光
を検出する (Fig.1)｡
二次抗体
AP標識抗マウスヤギ抗体
6×HIstag付き目的タ
ンバク質
CDPStar発光､検出
S 二 ~~二'
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Fig.1:ウェスタンブロット解析の原理
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3.結果と考察
3-① :配列比較及び生理機能の予測
我々はCpISP､Cp-Lipについて各々複数の
クローンを得ている｡それらのクローン間で
核酸配列及びアミノ酸配列の比較を行ったと
ころ､クローン間で局所的な変異が確認でき
た｡変異にはいくつかの類似したパターンが
あり､Cp-勺SPは No.75-276､No.3011313-327､
no.33313411353､No.210の4つのグループに
分類した｡cp-Lipは核酸配列､アミノ酸配列
共に変異の数が少なく､1つのグループであ
ると推測している (Fig.2)｡これらのクロー
ン間の違いがイモリの個体差に由来するのか
異なる遺伝子に由来するのかは､今のところ
結論出来ていない｡また､CpISP､Cp-Lipの
各クローンの内､最初に単離されたクローン
No.75及び No.89及びこれらと相同性が高い
タンパク質を用いて分子系統樹を作製したと
ころ､CplBP､Cp-Lipは互いに近い関係にあ
り､これらのアイデンティティーは43.6%と
高い値を示した｡Cp-やSP､Cp-lipと相同性が
高いタンパク質の多くは 1ipocallnsuper
familyに属しており､Cp-OSP､Cp-Lipが
1ipocallnタンパク質であると考えられる｡
Lipocalinsuperfamilyに属するタンパク質
は生体内において脂溶性の低分子と結合する
という機能を有していることや upanddown
β-barrel構造という寵状のポケットをもち､
この空間に低分子を結合すること､立体構造
での保存系が高いことなどが知られている｡
当研究室でこれまでに行われた解析から､
cp｣芯P､CpILipが喚上皮のボーマン腺を構成
する細胞で発現していることが明らかとなっ
ている｡現在､ボーマン腺は喚上皮上を覆う
粘液を分泌していることが知られている｡こ
のように Cp刀SP､Cp-Lipは 1ipocalinsuper
famllyに属することやボーマン腺に特異的に
発現していること､また､多くの匂い分子が
揮発性の低分子であることをふまえると､
Cp一刀SP､Cp-Lipはイモリの喚上皮において匂
い分子を結合し､何らかの機能をしているこ
とが期待される｡
:･:一･/
No.75
卜b276
卜b301
トb313
トb.327
No353
トb333
卜わ.341
No210
1 55h
『-1
Fig.2:Cp･OSP､Cp-Lipクロー ン間の
核酸配列比較
3-(a:タンパク質発現
発現誘導前及び発現誘導後2､4時間後の大
腸菌全タンパク質を電気泳動した結果､発現
誘導後に各々予想される位置で増加している
バンドを確認する事が出来た｡またウェスタ
ンブロットによる目的タンパク質の発現チェ
ックの結果､特異的に発現が誘導されていた
箇所にシグナルを得ることが出来た(Fig.3)0
今後､cp-aP､Cp-Lipタンパク質の生理機能
解析を目的に目的タンパク質の精製､抗体作
製を行う予定である｡
73
馴BL研究教育成果
(kDa)50-37-
25-
qr-OSP CpWM①②③①②③ip ト二r:
I-1Jー■ 画し古さ一転 転 -:嶺 革 肇 FT- .A
L一q)･OSP
紬 血① e ③ ① ②
⑳Flg.3? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ?? ? ? ? ? ? ー ?
と発現チ
